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【要旨】本研究は胆道腫瘍における光線力学的治療（Photodynamic　Theraphy；PDT）の臨床応用を目的と
して行った．日本白色家兎に光感受性物質であるMon（）一L－aspartyl　chlorin　e6（ME2906）を投与し，胆汁中
ME2906濃度の経時的推移，胆汁の光透過率を観測した．また，　VX2細胞を家兎胆管に移植し，胆管腔内か
らのレーザー照射によるPDT効果について検討した．胆汁中ME2906濃度は投与2時間後に
183．0μg／mlとピークを示し，以後6時間後では63．0μg／ml，24時間後には13．7μg／mlと漸減した．
ME2906投与後の波長664　nmにおける胆汁の光透過率は，　ME2906濃度が73．5μg／mlの状態で，投与前の
18。3％であった．PDT効果の検討における腫瘍組織傷害比（腫瘍と壊死組織の面積比）はPDTを施行した
群で，36．5±22．7％であった．以上より，胆道腫瘍に対するPDTは，その施行に際して胆汁中の光感受性
物質の影響を考慮する必要があるものの，有用な集学的治療の一つになりうることが示唆された．
はじめに
　Lipsonら1）が1960年にヘマトポルフィリン誘導
体を開発して以来，消化器領域においても食道癌，
胃癌および大腸癌などに対して，光線力学的治療
（Photodynamic　Therapy；PDT）は内視鏡を用いた
有効な治療法の一つとして報告されている2～5）．し
かし，胆道腫瘍におけるPDT臨床応用の報告はき
わめて少ない6～10）．胆道腫瘍に対するPDTの基礎
的検討については，ヌードマウスに胆管癌細胞を移
植し，PDT効果を検討した報告のみである11）．こ
れは多くの光感受性物質は胆汁排泄であるため，胆
道腫瘍のPDTを施行するに際して胆汁の影響を無
視できず，胆道腫瘍に対するPDTの普及を遅らせ
ている12・・13）．
　本研究において，胆汁中光感受性物質の影響を検
討する目的で，胆汁中光感受性物質濃度の経時的推
移および胆汁中光透過率を測定した．また，移植胆
道腫瘍における光感受性物質の腫瘍集積性を確認す
るため，光感受性物質の腫瘍組織内濃度，腫瘍部な
らびに非腫瘍部の蛍光強度を測定した．さらに，
PDT効果についても組織学的観点から検討したの
で報告する．
検討項目および方法
　光感受性物質としてクロリン環骨格構造にペプチ
ド結合でアスパラギン酸を1個結合させ，側鎖に付
いている4個のカルボン酸を全てナトリウム塩にし
て水溶性を高めたMon（〉：L－asparty1　chlorin　e6（ME2906
明治製菓KK東京）を用いた．
　1．胆汁中における光感受性物質の影響
　1）材料および胆汁採取
　日本白色家兎5羽（体重2．5～2．9kg三協ラボサ
ービス㈱東京）から胆汁を採取するためにベント
バルビタールナトリウム（30mg／kg）にて麻酔後，
総胆管に4Frアトムチューブを留置した．この家兎
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に，ME2906を3mg／kgの割合で投与し，投与前お
よび投与24時間後まで1時間ごと遮光下に胆汁を
各時点で5m1採取した．
　2）胆汁中ME2906濃度測定
　高速液体クロマトグラフィー（日立製作所KK東
京L－7480以下，HPLC）用のME2906標準サンプ
ルは濃度が0，1，5，10，50，100，500，1000μg／m1
（0．4％EDTA含有HEPES溶液）となるように調整
した．各濃度の標準サンプル溶液0．1mlに対し，
ME2906投与前に採取した胆汁を生理食塩水にて5
倍希釈した溶液を0．1mlと，メタノール0．7　mlを加
えた．この各標準サンプルの混合液を12，000rpm
にて遠心分離し，上清を0．15mlとりHPLCにて測
定した．HPLCは波長405　nmにて励起したときの
ME2906の蛍光スペクトルのピークである波長664
nmで測定した．この結果より，X軸を濃度，　Y軸
を蛍光強度とし，各濃度のプロットより線形方程求
式を作成してME2906濃度測定用の検量線とした．
なおHPLCのカラムはInertsi10DS　2（GL　science
Inc．東京）を使用した．
　胆汁中ME2906の濃度測定は，静脈注射後の各
試問で採取した胆汁を生理食塩水にて5倍希釈した
溶液0．1mlに対し，0．4％EDTA含有HEPES溶液
0．1mlおよびメタノール0．7mlを加え，検量線作成
時と同様に遠心分離後の上清をHPLCで測定した．
これら観測データをもとに検量線を用いて定量化し
た．
　3）胆汁中幸透過率測定
　Gomerら13）の検討に従いME2906投与6時間後
の胆汁を自記分光光度計（日立製作所KK東京U－
3200）にて，波長400～700nmまでの光透過率を測
定した．胆汁中のME2906濃度はHPLCによる測
定で73．5μg／mlであった．対照は，同じ兎の
ME2906投与前の胆汁とした．
　2．移植腫瘍における光感受性物質の集積
　1）材料および移植胆管腫瘍の作製
　腫瘍細胞としてはVX2細胞を使用した．腫瘍継
代している家兎をベントバルビタールナトリウム
（50mg／kg）にて麻酔死させ，大腿の腫瘍を摘出し
て実質部分を滅菌シャーレに取り出した．腫瘍はミ
ンチ，濾過後，トリパンブルー染色14）によって生
細胞数をカウントし，生理食塩水にて1．0×106細胞／
mlとなるように調整したものを移植細胞とした．
　日本白色家兎（体重2．6～3．2kg）をベントバル
ビタールナトリウム（30mg／kg）にて麻酔して腹
部を正中切開後，総胆管を露出させVX2細胞溶液
を胆管壁に0．1ml注入し1．0×105細胞移植した15）．
　2）腫瘍組織内濃度測定
　VX2細胞移植7～8日後の家兎にME2906を静脈
投与し（3mg／kg），6，12，24時間後に各時間4羽
ずつ腫瘍を摘出した．それぞれの腫瘍組織0．15gを
ミンチし，HCIO4とメタノールを1：1で混合した
液体10mlと蒸留水40　mlを加え，ホモジナイズ後
遠心分離した．この分離された上清をフィルター
（SEP－PACK⑧　Plus　tC18）に吸着させた後，メタノ
ール2mlを通し抽出したサンプルをHPLCにて測
定した．
　3）蛍光強度測定
　VX2細胞移植7～8日後の家兎6羽にME2906を
静脈投与し（3mg／kg），6時間後に麻酔死させ，腫
瘍および総胆管を一塊として摘出した．十二指腸乳
頭より肝臓側に向かって総胆管を長軸方向に切開
し，粘膜面より蛍光を観察した．蛍光観察時の励起
光は半導体レーザー（松下産業機器㈱　大阪）16）よ
り発振された光を，バンドパスフィルターを用いて
波長664nm，出力1．34　mW／cm2とした．蛍光観察
は励起波長664nmを完全にカットするノッチフィ
ルターを手術顕微鏡に装着し，CCDカメラにて観
察した17）．この画像の腫瘍部と非腫瘍部の蛍光強度
比を画像解析ソフトのNIH　Image（Ver．　1．61）にて
測定した．
　3．P：DTによる腫瘍の組織学的変化
　1）材料
　前述の2－1）と同様に，VX2細胞移植7～8日後の
家兎 用いた．
　2）実験群
　実験群は以下の3群とし，自訴とも腫瘍移植家兎
を5羽ずつ用いた．
　1群はME2906画面投与（3mg／kg）6時間後，総
胆管内にファイバーを挿入し，レーザー照射を施行
した群とし，II群はME2906を投与せず，レーザー
照射のみを施行した．III群はレーザー照射はせず，
ME2906の静脈投与（3　mg／kg）のみを施行した群
である．
　1，II群のレーザーは，波長664　nmの半導体レー
ザーより発振した光を，コア径0．5mm，先端全周
照射性のプラスチックファイバーにて七光し照射し
た．ファイバーの先端照射長は13mmで，先端出
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力はファイバーから照射面まで3mmとしたとき
125．OmW／cm2となるように設定し総照射量を
200J／cm2とした．
　3）治療効果判定
　すべての群で，処置5日後に腫瘍移植家兎をベン
トバルビタールナトリウム（50mg／kg）にて麻酔
死させ，腫瘍および総胆管を一塊として摘出した．
腫瘍最大割面でのヘマトキシリンーエオジン（H－E）
標本を用いて，画像解析ソフト（Win　Roof　Ver．　3．2．1）
により腫瘍と腫瘍壊死部の面積比（腫瘍組織傷害比）
を測定し，治療効果の評価を行った．ただし腫瘍内
自壊部は除外して測定した．また切除材料は2～3㎜
幅で胆管に対して短軸方向に全割後，組織学的検討
を行い，レーザーの組織深達度，拡散様式，胆管上
皮に対する影響についても検討した．
　4．統計学的検討
　統計学的処理は腫瘍選択性の検討においては
Wilcoxon　signed－ranks　testを用い，抗腫瘍効果の検
討おいてはMann　Whitney　Utestを用いて，危険率
が5％以下（p＜0．05）のものを統計学的に有意差
ありと判定した．
結 果
　1．胆汁中における光感受性物質の影響
　胆汁中にME2906標準サンプルの各濃度を溶解
してHPLCの蛍光強度観測から検量線を求めた．
検量線の線形方程式はy＝0．055x－0．023であり，　r2＝
o．98と高い相関が得られた（Fig．1）．
　この検：量線に基づきME2906静脈注射後の各時
間での胆汁中濃度を定量化した．ME2906を3
mg／kg静脈投与したときの胆汁中ME2906濃度の
経時的変化をFig．2に示す．胆汁中ME2go6濃度
は投与2時間後に183．0μg／mlとピークを認め，6
時間後では63．0μg／m1，24時間後には13．7μg／ml
と漸減した．
　次に，胆管に挿入したファイバーよりレーザー照
射する際の胆汁中に存在するME2906のによる腫
瘍治療効果への影響を調べた．ME2906（3　mg／kg）
静脈投与6時間後の胆汁の波長400～700nmまでの
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Fig．　2　ME2906　concentration　in　bile　as　a　function　of　time　after　drug　administration
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光透過率を測定した（Fig．3）．治療実験：に用いるレ
ーザーの波長664nmの透過率は胆汁中に73．5
μg／mlのME2906が含まれている状態で18．3％で
あった．
　2．移植腫瘍における光感受性物質の集積
　移植家兎にME2906を3mg／kg投与したときの
腫瘍組織内濃度は投与6時間後で2．08μg／gと最も
高値を示し，12時間後で1．12μg／g，24時間後で
。．61μg／gであった（Fig．4）．
　ME2906（3　mg／kg）投与6時間後の蛍光画像を
Fig．5に示す．粘膜面よりのレーザー励起で腫瘍部
はすべての検体において非腫瘍部に比して強い蛍光
を認めた．この蛍光画像からの解析ソフトによる結
果，腫瘍部の蛍光強度は59．1±14．9，非腫瘍部は
23．9±9．2であり腫瘍部と非腫瘍部においてp〈0．05
の有意差を認めた（Fig．5c）．
　3．PDTによる腫瘍の組織学的変化
　実験：に使用した摘出標本の腫瘍径は，1群で11．9
±2．O　mm，　II群で12．9±1．9　mm，　III群で12．0±1．1
mmであり，各群問での有意差は認めなかった．ま
た最大割面での腫瘍面積は1群で511．8±148．4
mm2，　II群で461．2±180．3　mm2，　III群で376．4±
90．3mm2であり各群問での有意差は認めなかった．
H－E標本による組織学的検討では，ME2906静脈投
与（3mg／kg）6時間後にレーザー照射した1群に
おいて，胆管上皮粘膜の残存は個体差があった．し
かし胆管の管腔構造はすべての標本において保たれ
ていた．また壊死部はレーザー照射部位の粘膜側よ
り漿膜方向に放射状に拡がっていた（Fig．6－a）．光
感受性物質の投与を行わなかったII群およびレー
ザー照射を施行しなかったIII群では，腫瘍の自壊
による壊死は認めたものの，1群でみられたような
粘膜側から漿膜側にかけての放射状の壊死の所見は
認めず，組織学的に抗腫瘍効果は認めなかった
（Fig．　6－b）．
　組織学的変化を及ぼした最深達度は1群で11．6±
3．8mmであったが，　II群およびIII群では組織学的
変化を認めなかった．
　腫瘍と腫瘍壊死部の面積比を観測した腫瘍組織傷
害比は1群で36．5±22．7％，II，　III群では0％であ
りME2906投与後の光線力学的治療効果が認めら
れた（Table　1）．
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Fig．　4　Tumor　concentration　of　ME2906　as　a　function　of　time　after　drug　administration．
考 察
　各種画像診断の発達により，胆管癌の診断成績は
向上しているが，依然として，発見時にはすでに手
術的適応となりえない場合も多く，また手術適応症
例であっても治癒切除となることは少ない18）．この
ような手術非適応例や術後再発に対して，内視鏡的
胆道ドレナージや経皮経肝胆道ドレナージなどの減
黄術がなされているが，近年ではRadiationをはじ
めとする集学的治療をおこない，生命予後の改善へ
の努力もみられている8・19“”21）．
　PDTは，腫瘍親和性のある光感受性物質を投与
したのち，その光感受性物質に至適な波長のレーザ
ーを照射することにより，抗腫瘍効果をもたらせる
治療法である22）．現在，臨床応用されている光感受
性物質としては，Porfimar　sodiumが一般的に使用
されており，消化器領域でも，食道癌，胃癌，大腸
癌および胆管癌などにおいて報告がある2～10）．
　今回，われわれが使用したME2906はテトラピ
ロール環のD環にある二重結合の1つが解裂した
クロリン環の炭素17位置に，アミド結合によりア
スパラギン酸を1つ側鎖にもつ分子量799．7の暗緑
色粉末状の光感受性物質である．ME2906は生体内
においてアルブミンとモル比1：1で結合し，405nm
にSoret帯，664　nmに極大Q帯を持つ23）．また
Porfimar　sodiumに比べ長波長領域での吸収波長が
強い24）．さらに正常組織からの排泄も早いため日光
過敏などの副作用も少なく24），第2世代の光感受性
物質として臨床応用されつつある25）．しかしながら，
胆道腫瘍において，本光感受性物質を用いた臨床報
告は未だなく，わずかにLouis11）らによる胆管癌細
胞に対する傷害性についての基礎的な報告がみられ
るのみである．
　光感受性物質はME2906を含め，その多くが肝
代謝を受け，糞便中に排出される12・13）．このことは，
胆道腫瘍に対するPDTを施行するにあたり，胆汁
中光感受性物質の影響を無視できないことを示唆し
ている．ところが，現在までに胆汁中光感受性物質
濃度の経時的推移を報告した例はない．
　1．胆汁中における光感受性物質の影響
　今回の検討では投与6時問後における胆汁中の
ME2906濃度は62．3μg／m1であり，投与6時間後の
腫瘍組織内濃度（2．08μg／g）よりはるかに高値を
示した．また，ME2906に至適の波長である664　nm
における胆汁中光透過率は，ME2906投与6時間後
では投与前に比べて18．3％と低値であった．この
ことは，ME2906投与により，レーザー照射時に直
接組織に到達しうる光線量の低下を引き起こす可能
性が示唆された．
　現在まで，われわれが施行してきた胆道腫瘍に対
（5）
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Fig．5a　Macroscopic　image　of　the　transplanted　bile　duct　tumor
Fig．5b　Fluorescence　image　of　the　same　specimen　as　shown
　　　Fig．　5a　（allow）
するPDTは，　Porfimar　sodiumを用いているが8・lo），
Porfimar　sodiumもME2906と同様に胆汁排泄され
る光感受性物質である13）．そのため，胆管内でのレ
ーザー照射によるPDTでは十分な抗腫瘍効果が得
られない可能性もあったが，経皮経国胆道鏡
（PTcs下）生検からみたPDTの抗腫瘍効果の結果
も，比較的満足のできる結果を得ているlo）．これは
実際の治療に際しては，1γrCS下に，生理食塩水の
灌流下に行っているため，胆汁の影響がかなり軽減
されているためと考えられる．しかし，PTCSを使
用する場合には生理食塩水の注入量にも自ずと限界
があり，また，より優れた治療効果を得るためには，
胆汁の影響を極力少なくするための工夫が更に必要
と考えられた．
　2．移植腫瘍における光感受性物質の集積
　ME2906の投与量は，マウスを用いた実験では
1．25～10mg／kgが用いられ26），投与4～6時間後に
レーザー照射を施行するのが効率的であると報告さ
れている13）．われわれの検討においてもME2906
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Fig．　5c　Correlation　of　fluorescence　intensity　between　tumor
　　　and　non－tumor　at　six　hours　after　ME2906　administra－
　　　tion，　59．1　±　14．9　VS　23．9　±　9．2，　’i：p　〈　O．05
Fig．6a　Histological　cross　section　of　Group　I．　The　specimen
　　　shows　radial　necrotic　tissue　（allows）　in　the　only
　　　tumor　（allow　heads）．　C：　common　bile　duct
Fig．　6b
．
藩 ミ蔦．
Histological　cross　section　of　Group　II．　The　specimen
shows　no　damage　of　tissue．　C：　common　bile　duct
（6）
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Table　1
　　　　　　　　　　　　　Body　weight　Tumor　sizeGroup　ME2906　lrradiation　　　　　　　　　　　　　　（kg）　（mm）
Tumor　area　lnjury　area　Tumor　injury　Penetration
　（mm2）　（mm2）　ratio　（mm）
2．9
3．1
13．0
12．5
684．5
512．5
57．0
209．8
8．3
69．2
6．2
11．2
1　　　3mg／kg　　200　J／cm2　　　3．2　　　　　10．5611，7　　　　　　　423．2　　　　　　　　　40．9 16．9
2．7　　　　　14．1 449．4　　　　　　　107．3　　　　　　　　　23．9 11．6
2．8　　　　　　9．2 ＊ 301．0　　　　　　　120．8　　　　　　　　40．1＊＊ 12．3 診k：乙‘
2．8　　　　　14．4 459．4　　　　　0　　　　　　　0 0
2．8　　　　　14．5 583．5　　　　　0　　　　　　　0 0
II　　　　（一）　　　200　J／cm2　　　2．7　　　　　12．9＊　342．9　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　0 ＊＊　　0
2．8　　　　　11．5 235．2　　　　　0　　　　　　　0 0 ＊＊
3．1　　　　　10．1 684．7　　　　　0　　　　　　　0 0
2．6　　　　　12．9 289．3　　　　　0　　　　　　　0 0
2．7　　　　　13．2 344．0　　　　　0　　　　　　　0 0
III　　3mg／kg　　　（一）　　　　　3．0　　　　　11．2456．7　　　　　0　　　　　　　0 0
2．9
3．2
10．5
12．2
487．6
304．5
o
o
o
o
o
o
＊：　N．S． ＊＊：　p　〈　O．05
投与6時間後の腫瘍組織内濃度は2．08μg／gとなり，
抗腫瘍効果が得られると思われる十分なME2906
濃度13）となった．さらに，ME2906投与6時問後の
蛍光強度は，全例腫瘍部と非腫瘍部で蛍光強度に有
意差を認め，光感受性物質の腫瘍への有意な集積が
確認された．
　3．胆管腔内照射によるPDTの抗腫瘍効果
　臨床例におけるME2906を用いたPDTでのレー
ザー照射量は50～100J／cm2が用いられている25）．
そのため今回の基礎的検討に際しても，われわれは
当初は，レーザー照射量を100J／cm2にて腔内照射
を試みたが，治療効果が得られなかった．そこで今
回の検討では照射量を200J／cm2としたが，照射量
200J／cm2での組織傷害の程度にはばらつきがみら
れた．このことは，胆汁中のME2906濃度に起因
する組織へのレーザー到達度の違いによるためと考
えられた．また，照射エネルギーが高くなれば抗腫
瘍効果があがるものの，低濃度の光感受性物質にお
いても，光化学反応が起こり，正常組織への傷害も
予想される．このため，胆汁中でのPDTに要する
照射量についての検討も胆汁の影響を軽減する工夫
と同様に必要であると思われた．
　今回の検討において，PDTを施行した1群におい
て認められた腫瘍組織の傷害は，1群と同等の照射
量のレーザー照射のみを行ったII群では認められ
なかった．このことは照射量200J／cm2のPDTにお
いて得られた組織傷害は，レーザー照射に伴う温熱
効果の影響はなく，ME2906とレーザー光による光
化学反応によるものと考えられた．また，今回用い
た導光ファイバーは，全周照射型であったため，組
織傷害は胆管内腔よりの放射状に認められた．さら
に，すべての組織標本において管腔構造が保たれて
おり，胆汁の胆管壁外への漏出を示唆する所見を認
めず，今回の検討の条件では，胆管穿孔はみられな
かったものと考えられた．
　胆道腫瘍におけるPDTの評価はいまだ確立され
ていないが，今回の基礎的検討では，ME2906を用
いたPDTは移植胆管腫瘍に対しても比較的良好な
抗腫瘍効果が認められた．しかし，胆汁中の
ME2906の影響に関する問題は残されており，今後
は胆汁中のME2906に影響されない安定したレー
ザー照射量を得る方法，あるいは胆意中のME2906
に応じた照射量の設定等の検討が必要であると考え
られた．
結 論
　第2世代の光感受性物質であるME2906を用い
て，胆汁中子感受性物質の検討および移植胆管腫瘍
に対する胆管腔内照射によるPDTの基礎的検討を
行い以下の結果を得た．
　1）ME2906の胆汁中濃度は投与2時間後に183．0
μg／mlとピークを示し，以後6時間後では63．0
（7）
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μg／ml，24時間後には13．7μg／mlと漸減した．
　2）ME2906投与後の胆汁の光透過率は，治療時
である投与6時間後で，ME2906濃度が73．5μg／m1
の状態で，投与前に比べ18．3％であった．
　3）腫瘍部および非腫瘍部の蛍光強度はそれぞれ
59．1±14．9，23．9±9．2であり，ME2906は腫瘍部に
有意に取り込まれていた．
　4）胆管腔内照射によるPDTの腫瘍組織傷害比は
36．5±22．7％と抗腫瘍効果を認めた．
　以上の結果より，胆道腫瘍に対する胆管腔内照射
によるPDTは有用な集学的治療の一つとなりうる
ことが示唆された．しかしながら今後，胆汁中の光
感受性物質の影響を軽減するために更なる工夫と検
討が必要と思われた．
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Photodynamic　therapy　（PDT）　of　transplanted　VX2　cell　bile　duct
　　　tumor　in　rabbits　using　Mono－1－aspartyl　chlorin　e6　（ME2906）
Kazuto　NAKAMURAi），　Katsuo　AIZAWA2）
1）　The　Fourth　Department　of　lntemal　Medicine，　Tokyo　Medical　University
2）　The　Second　Department　of　Physiology，　Tokyo　Medical　University
ABSTRACT
　　This　investigation　was　performed　to　evaluate　the　clinical　use　of　photodynamic　therapy　（PDT）　on
biliary　tract　tumors．　After　photosensitizer　［mono－1－aspartyl　chlorin　e6　（ME2906）］　was　administered　to
Japanese　white　rabbits，　we　investigated　changes　in　ME2906　levels　in　bile，　by　light　transmissivity　in　bile．
We　assessed　the　efficacy　of　PDT　administered　by　intraluminal　laser　irradiation　on　the　bile　duct　tumors
which　were　generated　by　inoculation　of　VX2　cells　into　the　bile　duct　of　rabbits．
　　ME2906　levels　in　bile　peaked　at　2　hours　after　administration，　and　thereafter　declined　gradually．　Light
transmissivity　measured　at　a　wavelength　of　664nm　when　PDT　was　administered　by　laser　irradiation，　6
hours　after　ME2906　administration，　was　18．390　of　the　value　before　ME2906　administration．　ln　evalua－
tion　of　the　efficacy　of　PDT，　the　rate　of　destroyed　tumor　tissue　（the　ratio　of　viable　tumor　tissue　to　tumor
necrotic　tissue）　was　86．5　±　22．790　in　the　groups　treated　by　PDT．　These　result　suggest　that　PDT　may　be
usefu1　for　biliary　tract　tumors，　although　the　adverse　effect　of　photosensitizer　in　bile　must　be　taken　into
account．
〈Key　words＞　Bile　duct　tumor，　Mono－1－aspartyl　chrolin　e6　（ME2906），　Photodynamic　therapy　（PDT）
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